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Die vorliegende Erfindung betrifft eine Autoimmunreaktion hervorrufende Peptide, Komplexe dieser 
Peptide mit MoIekUlen des Major Histocompatibility Komplex (MHC). mit den Peptiden oder/und den 
Komplexen aus Peptiden und MHC-MolekOlen reagierende T-Zellsubpopulationen sowie diagnostische und 
therapeutische Anwendungen dieser Verbindungen. 

Die Aufklarung der molekularen Zusammenhange bei der Entstehung von Autoimmunerkrankungen, wie 
etwa der rheumatoiden Arthritis und des juvenilen Diabetes (IDDM), ist innerhalb der letzten Jahre schnell 
fortgeschritten und last mittlerweile konkrete Anwendungen fOr die frUhe Diagnose und eine kausale 
Therapie dieser Erkrankungen erkennen. 

Heute gilt als gesichert, daB bei der Entstehung dieser Erkrankungen neben einer genetischen 
Disposition auch Umweltfaktoren eine Rolle spielen. Auf der Ebene der genetischen Risikofaktoren sind z.B. 
bei dem IDDM nur einige wenige Allele der MHC-Klasse ll-Antigene eng mit dieser Erkrankung assoziiert. 
Somit besteht die Moglichkeit, Gber eine Analyse dieser Allele eine Risikogruppe f(Jr IDDM zu definieren 
(vgl. z.B. Thomson et al.. Am. J. Hum. Genet. 43 (1988), 799-816 oder Todd et al., Nature 329 (1987), 599- 
604). 

Bei den an der Entstehung von IDDM beteiligten Umweltfaktoren handelt es sich wahrscheinlich um 
exogene, als Immunogen wirksame Peptidsequenzen. In diesem Zusammenhang warden u.a. virale Antigo- 
ne, die partielle Homologien zu korpereigenen Strukturen aufweisen. diskutiert. Unter besonderen Umstan- 
den, insbesondere in der postnatalen Phase, konnen durch die Nahrung aufgenommene Antigone, wie z.B. 
Rinderserumalbumin, eine Immunantwort induzieren, welche aufgrund von Homologien zu korpereigenen 
Strukturen einen autoaggressiven ProzeB in Gang setzen konnen. 

Typisch fOr den Krankheitsverlauf bei IDDM ist die progressive Zerstorung der Pankreas-;8-Zeilen durch 
cytotoxische Lymphozyten. Dieser ProzeB setzt schon lange vor einer erkennbaren Storung des Glucose- 
stoffwechsels ein. Bei einer erkennbaren Manifestation des Diabetes sind bereits Ober 90 % der ^-ZeWen 
zerstort. Es ware deshalb auBerordentlich wichtig, diese autoaggressiven T-Zellen frUhzeitig bei Risikoper- 
sonen zu erfassen, um die bet'offenen Individuen einer kausalen Therapie zufGhren zu konnen. 

Es gilt heute als gesichert, daB die Zerstorung von korpereigenem Gewebe bei Autoimmunerkrankun- 
gen anfanglich sehr langsam verlauft. Im Anfangsstadium dieses Prozesses erkennen die autoaggressiven 
T-Zellen wahrscheinlich nur ein oder wenige Autoantigene. Arbeiten von Kaufman et al. (Nature 368 (1993). 
69-72) und Tisch et al. (Nature 368 (1993), 72-78) an einem Tiermodell (NOD-Maus) des Typ l-Diabetes 
haben ergeben, daB beim spontan aufbretenden Diabetes dieses Mausstammes die initiale, Gber T-Zeilen 
vermittelte Auto-lmmunreaktion gegen die Glutaminsaure-Decarboxylase gerichtet Ist. Dabei werden in der 
NOD-Maus anfSinglich nur 1 bis 2 Epitope am C-Terminus der Glutaminsaure-Decarboxylase (GAD) erkannt. 
Zu diesem Zeitpunkt lassen sich - wie oben ausgefUhrt - noch keine Veranderungen im Glucose- 
Metabolismus feststellen, wShrend hingegen eine Perinsulitis t)ereits nachweisbar ist. Erst im weiteren 
Krankheitsverlauf weitet sich das Spektrum der von den autoaggressiven T-Zellen erkannten Peptide der 
GAD aus. Nach einer Manifestation des Diatjetes sind auch praaktivierte T-Zellen gegen andere Inselzell- 
Antigene nachweisbar, z.B. Peripherin, Heat Shock Protein HSP 65 und Carboxypeptidase H. 

Es gibt Hinweise, daB auch beim Menschen die Immunantwort gegen GAD ursSchlich mit dem 
Entstehen des Typ l-Diabetes verknOpft ist. So lassen sich beispielsweise in uber 80 % der Pradiabetiker 
Autoantikorper gegen GAD nachweisen. wobei die atiologische Rolle dieser Autoantikorper allerdings goring 
eingeschatzt wird. Man nimmt vielmehr an, daB beim Typ l-Dlabetes eine progressive Zerstorung der 
Pankreas-)S-Zellen durch T-Lymphozyten vorliegt. Diese gegen GAD gerichteten T-Lymphozyten konnten 
bereits von mehreren Forschergruppen nachgewiesen werden (Ham'son et al.. J. Clin. Invest. 89 (1992), 
1161; Honeyman et al.. J. Exp. Med. 177 (1993), 535). Die von diesen Gruppen gefundenen Autoantikorper 
reagierten mit einem aus den Aminosauren 208 bis 404 bestehenden Peptidfragment des GAD 67 kd 
MolekUls. 

In EP-A-0 519 469 werden autoimmun reagierende Polypeptide aus dem humanen GAD 65 kd MolekGI 
offenbart. Diese Polypeptide haben die Aminosequenz: 
X-P-E-V-K-(T Oder E)-K-Z, 

wobei X eine fakultative, aus 1 bis 10 Aminosauren ausgewahlte Sequenz ist und Z eine fakultative. aus 1 
bis 8 Aminosauren ausgewahlte Sequenz ist. 

Eine der vorliegenden Erfindung zugrundeliegende Aufgabe bestand darin, neue autoreaktive Peptide 
bereitzustellen, die mit T-Zellen aus Typ l-Diabetikem, insbesondere mit T-Zellen aus frisch entdeckten Typ 
l-Diabetikem reagieren und somit frUhe Auto-Epitope definieren. 

Diese Aufgabe wird gelost durch Peptide, Peptid-Derivate oder analog bindende MolekOle, die zum 
Nachweis, zur Isolierung. zur Vermehrung. zur Anergisierung oder/und zur Elimination autoreaktiver T-Zellen 
geeignet sind. Ein Gegenstand der Erfindung ist somit ein Peptid oder Peptid-Derivat, umfassend: 
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(a) die Aminosauresequenz (I) 

G-M-A-A-L-P-R-L-l-A-F-T-S-E-H-S-H-F-S-L-K-K-G-A-A. 

(b) die Aminosauresequenz (II) 
E-R-G-K-M-l-P-S-D-L-E-R-R-l-L-E-A-K-Q-K. 

(c) eine der in Abb. 1 oder 2 dargestellten Aminosauresequenzen. 

(d) Teilbereiche der in (a), (b) oder/und (c) dargestellten Aminosauresequenzen m\t einer Lange von 
mindestens 6 Anninosduren oder/und 

(e) Aminosauresequenzen. die eine im wesentllchen aquivalente Spezifitat oder/und Affinitat der Bindung 
an MHC-MolekGle wie die in (a), (b), (c) oder/und (d) dargestellten Aminosauresequenzen zeigen. 

Vorzugsweise umfaBt ein erfindungsgemaBes Peptid Oder Peptid-Derivat 

(a) die Aminosauresequenz (I), 

(b) die Aminosauresequenz (II), 

(c) Teilbereiche der Aminosauresequenzen (I) oder/und (II) oder/und 

(d) AminosSuresequenzen mit einer im wesentlichen aquivalenten Spezifitat oder/und Affinitat der 
Bindung an MHC-MolekUle wie die Aminosauresequenzen aus (a), (b) oder/und (c). 

Besonders bevorzugt umfaBt ein erfindungsgemaBes Peptid Oder Peptid-Derivat den Teilbereich 
L-P-R-L-l-A-F-T-S-E-H-S-H-F 

der Aminosauresequenz (I) oder eine davon abgeleitete Sequenz, bei der die N-terminale Sequenz L-P und 
die C-terminale Sequenz H-F konserviert sind. 

Die Aminosauresequenz (I) entspricht den AminosSureresten 266 - 290 der humanen GAD 65 und die 
Aminosauresequenz (II) der Aminosauresequenz 306 - 325 der humanen GAD 65. Die in den Abbildungen 1 
und 2 dargestellten Aminosauresequenzen sind ebenfalls Teilsequenzen der humanen GAD 65. 

Uberraschenderweise wurde festgestellt, daB Peptide, welche den Aminosauresequenzen 266 bis 285 
und 306 bis 325 der humanen GAD 65 entsprechen. eine spezifische Reaktion mit T-Zellsubpopulationen 
zeigten, die aus frisch entdeckten Typ l-Diabetikem isoliert wurden. Somit handelt es sich bei den 
erfindungsgemaSen Peptiden urn frUhe Autoepitope, mit deren Verwendung eine sehr frOhe Diagnose des 
Typ l-Diabetes ermoglicht wird. Weiterhin konnen die erfindungsgemSBen Peptide auch therapeutisch 
angewendet werden, indem die mit den Peptiden reakt've T-Zellpopulation ausgeschaltet wird. 

Bevorzugte Beispiele fOr T-Zellsubpopu!ationen, mit denen die erfindungsgemaflen Peptide der Amino- 
sauresequenzen (I) und (II) reagieren. sind die T-Zellinien 6/7 und 6/10 Oder T-Zellen mit einer aquivalenten 
Bindungsspezifitat. Die T-Zellinien 6/7 und 6/10 wurden am 10. Mai 1994 bei der Deutschen Sammlung von 
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSM), Mascheroder Weg lb, 38124 Braunschweig, BRD unter 
den Nummern DSM ACC2172 (6/7) bzw. DSM ACC2173 (6/10) nach den Vorschriften des Budapester 
Vertrages hinterlegt. 

Die Aminosauresequenzen (I) und (II) sind Teilbereiche aus der 65 kD Isoform der humanen Glutamin- 
saure-Decarboxylase (GAD), deren vollstandige Aminosauresequenz von Bu et al. (Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA 89 (1992), 2115 ff.) beschrieben wurde. Die Aminosauresequenzen (I) und (II) wurden durch Anlegen 
von T-Zellinien aus dem peripheren Blut von Typ l-Diabetikern und anschlieSende in vitro Stimulation mit 
GAD aus Schweinehirn und Testen dieser T-Zellinien in einem Proliferationsassay mit synthetischen 
Peptidsequenzen gefunden, die aus der humanen GAD-Sequenz abgeleitet wurden. 

Die erfindungsgemaBen Peptide konnen durch bekannte Syntheseverfahren mittels chemischer Metho- 
den erzeugt werden oder durch Klonierung und Expression einer fUr diese Peptide codierenden DNA- 
Sequenz in einer geeigneten Wirtszelle. insbesondere E.coli, auf gentechnische Weise hergestellt werden. 

Weiterhin umfaBt die vorliegende Erfindung auch Peptide mit Teilbereichen der spezifisch angegebenen 
Aminosauresequenzen (I) oder (11) oder der in den Abbildungen 1 und 2 dargestellten Aminosauresequen- 
zen, die eine Lange von mindestens 6 Aminosauren, vorzugsweise von mindestens 8 Aminosauren, 
besonders bevorzugt von mindestens 10 Aminosauren und am moisten bevorzugt von mindestens 15 
Aminosauren aufweisen. Die minimale LSnge eines erfindungsgemaBen Peptids wird durch seine Fahigkeit 
bestimmt, ein MHC-MolekOI zu erkennen, mit ihm spezifisch zu binden und mit dem entsprechenden T- 
Zellrezeptor zu reagieren. 

Die maximale LSnge der aus der GAD stammenden und MHC-bindenden Abschnitte in einem 
erfindungsgemaBen Peptid betragt vorzugsweise 100 Aminosauren, besonders bevorzugt 50 Aminosauren 
und am meisten tjevorzugt 25 Aminosauren. 

Neben Peptiden mit den Aminosauresequenzen (I) und (II) oder Teilbereichen davon betrifft die 
Erfindung auch noch Peptide mit Aminosauresequenzen, die im wesentlichen aquivalente Spezifitat 
oder/und Affinitat der Bindung an MHC-MolekGle wie die zuvor genannten Sequenzen zeigen und die 
vorzugsweise durch Substitution. Deletion Oder Insertion einzelner Aminosaurereste oder kurzer Abschnitte 
von Aminosaureresten aus den Aminosauresequenzen (I) oder (II) abgeleitet sind oder analog bindende 
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verfremdete Substanzen. 

Insbesondere betriftt die vorliegende Erfindung auch Peptidvarianten. die in ihrer Sequenz mit den oben 
genannten AminosSuresequenzen nicht vollig ObereinstimnDen. sondem nur gleiche oder nahe v rwandte 
. ffC"w^'^H°"®"" ^^«'<^*'"""9 "Ankerposilion" bedeutet in diesem Zusammenhang einen 

5 fUr die Bindung an em MHC-MolekOI. insbesondere an ein MHC-MoleltQI der Klassen DR3. DR4 Oder DQ 

• '^''«^P°«'«°" das DRB10401-Bindungsmotiv sind z.B. bei Hammer ei 
al.. cell 74 (1893). 197-203. angegeben. Derartige Ankerpositionen sind in erfindungsgemSBen Peptiden 
konserviert Oder gegebenenfalls durch AminosSurereste mit chemisch sehr nahe verwandten Seitenketten 
ersetzt (z.B. Alanin durch Valin. Leucin durch Isoleucin und umgekehrt). Die Bestimmung der Ankerpositio- 
10 nen in den erfindungsgemSBen Peptiden kann auf einfache Weise durch Tests von Varianten der oben 
angegebenen speziflschen Peptide auf ihre BindungsfShigkeit an MHC-MolekUle erfolgen. ErfindungsgemS- 
1 !' gekennzeichnet. daO sie eine im wesentlichen Squivalente Spezifitat oder/und 

Affinitat der Bmdung an MHC-Molekuie wie die zuvor genannten Peptide zeigen. Vorzugswelse besitzen die 
aus Peptiden mit den Aminosauresequenzen (I) oder (II) oder den in den Abbildungen 1 und 2 dargestellten 
76 Aminosauresequenzen abgeleiteten Peptide eine Sequenzhomologie von mindestens 30 %, twsonders 
bevorzugt von mindestens 50 % und am moisten bevorzugt mindestens 60 % mit den Ausgangspeptiden 
Oder Teiisequenzen davon. 

o fn'f J^"" =P«^'««^'' angegebenen Peptide sind die entsprechenden homologen 

Peptdabschnitte aus der humanen GAD 67. deren vollstandige AminosSuresequenz ebenfalls von Bu et al 
20 supra, beschrleben wurde. ' 

Der Begriff "im wesentlichen aquivalente Spezifitat oder/und Affinitat der Bindung an MHC-MolekUle" 
umtaBt auch eine gegenUber den Aminosauresequenzen (I). (II) oder den in den Abbildungen 1 und 2 
dargestellten Aminosauresequenzen verbesserte Bindungsspezifitat oder/und -affinitat. die insbesondere bei 
verkUrzten Peptiden gefunden wird. die eine Lange von vorzugswelse 8 bis 15 AminosSuren besitzen 
26 Weiterhin umfaBt die vorliegende Erfindung auch Peptid-Derivate. Dieser Begriff umfaBt Peptide in 
denen eine oder mehrere Aminosauren durch eine chemische Reaktion derivatisiert worden sind. Beispi'ele 
von erfindungsgemaflen Peptid-Derivaten sind insbesondere solche MoleWlle. in denen das Backbone 
oder/und reaktive Aminosaureseitengruppen. z.B. freie Aminogruppen. freie Carboxylgruppen oder/und freie 
,„ Sitn^"^"^"' if^r*'"".^'* SP«zifische Beisplele fOr Derivate von Aminogruppen sind 

30 Sulfonsaure- oder Carbonsaureamide, Thiourethanderivate und Ammoniumsalze. z.B. Hydrochloride Bei- 

TJ^nZT^'^nZT^''^''^^^ ""'^ ""^ ^«SP'®'« Hydroxylgruppenderivate 

sind 0-Acyl- oder 0-Alkylderivate. Weiterhin umfaBt der Begriff Peptid-DeriVat gemae vorliegender Erfin- 

^^^^'^^ '^"^ ""^^"^ Aminosauren durch natOrlich vorkommende oder 

nich natUriich vorkommende Aminosaurehomologe der 20 "Standard "-Aminosauren ersetzt werden Bei- 
.5 spiele far solche Homologe sind 4-Hydroxyprolin. 5-Hydroxylysin. 3-Methylhistidin. Homoserin. Omithin B- 
Alanin und 4-Aminobuttersaure. ' 

nHo^^f ^^P^"^ bevorzugt. welche eine im wesentlichen aquivalente Spezifitat 

Oder/und Afhnitat der Bindung an MHC-MolekOle wie Peptide mit den Aminosauresequenzen (I) oder (II) 
aufweisen. die aber im Gegensatz zu diesen Peptiden keine Aktiviemng von T-Zellen. sondem die 
0 hrzeugung eines anergen Zustands in T-Zellen hervormfen. 

V^n der vorliegenden Erfindung werden auch Polypeptide erfaBt. in denen der MHC-bindende Peptidab- 
schnrtt Bestaiidteil einer groBeren Polypeptideinheit ist. wobei die Verbindung von MHC-bindendem Peptid 
und dem Rest der Polypeptideinheit vorzugswelse eine Soiibruchstelle aufweist. z.B. eine Proteasespaltstel- 

5 Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Peptid oder Peptid-Derivat. das eine 
signalerzeugende Substanz bzw. eine Markierungsgruppe. z.B. eine Fluoreszenzmarkierungsgruppe (zB 
Rhodamin. Phycoerythrin). Digoxin. Biotn. eine radioaktive Gruppe oder eine Toxingruppe (z.B Ricin' 
Choteratoxin etc.) trSgt. Durch Kopplung des erfindungsgemaBen Peptids mit Markierungsgmppen kann da^ 

> r^hl 2' ''T'^'"''"' *" ^«ro (Z.B. imaging) Anwendungen oder alTtherapeuti- 

> sches Mittel eingesetzt werden. Weiterhin kann das erfindungsgemaBe Peptid auch beispielsweise in 
cydisierter Form oder in oligomerer Fonnr. vorliegen. wobei die fUr die Bindung an das MHC-MolekOI 
wichtgen Sequenzen durch Spacen-eglonen voneinander gefrennt sind. 

"i'^f""."?"^ peptidmimetische Substanzen. die eine im wesentlichen aquivalente Spezifi- 

tat oder/und Affinitat der Bindung an MHC-MolekOle wie die zuvor genannten Peptide oder Peptid-Derivate 
zeigen. Peptidmimetische Substanzen oder Peptidmimetika sind Verbindungen, die Peptide in ihrer Wech- 
selwirkung mit den MHC-MolekOlen ersetzen konnen und gegenOber den nativen Peptiden eine erhohte 
metabohsche Stabilitat. bessere BioverfOgbarkeit und groBere Wirkungsdauer aufweisen konnen. Methoden 
zur Herstellung von Peptidmimetika sind beschrleben bei Giannis und Kolter. Angew. Chem 105 (1993) 
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1303-1326. Lee et al.. Bull. Chem. Soc. Jpn. 66 (1993), 2006-2010 und Dorsch et al., Kontakte (Darmstadt) 
(1993) (2), 48-56. BezOglich der Herstellung erfindungsgemafler peptidmimetischer Substanzen wird auf die 
Offenbarung dieser Literaturstellen verwiesen. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Komplex, der mindestens ein erfindungsge- 

5 maBes Peptid, Peptid-Derivat Oder Peptidmimetikum und mindestens ein MHC-MolekUl Oder ein peptidbin- 
dendes Derivat eines MHC-Molekuls umfafit. In diesem Komplex Ist ein Peptid, Peptid-Derivat Oder 
Peptidmimetikum mit einer Bindungskonstante von vorzugsweise mindestens 10~^ l/mol. besonders bevor- 
zugt im Bereich von 10"^ - 10"^ l/mol. an ein MHC-MolekGI oder ein peptidblndendes Derivat eines MHC- 
MolekGIs gebunden. Atternativ kann das Peptid, Peptid-Derivat oder Peptidmimetikum auch kovalent an das 

10 MHC-MolekUl gekoppelt sein, z.B. Uber einen Photolinker oder ais kovalente genetische Peptid-MHC- 
Fusion. Ein derartiges Peptid-MHC-Fusionsprotein enthalt vorzugsweise eine HLA-DR beta-Kette und ein 
damit genetisch fusioniertes autoreaktives Peptid. Besonders bevorzugt enthalt der Komplex ein MHC- 
Klasse ll-MolekUl oder ein peptidblndendes Derivat davon. 

Das MHC-Klasse ll-MolekOI ist vorzugsweise vom Typ DR, beispielsweise vom Typ DR1, DR2, DR3 

75 Oder DR4. Besonders bevorzugt ist das MHC-Klasse ll-MolekQI vom Subtyp DR B1 0101. DR B1 0301, DR 
B1 0401, DR B1 0402, DR Bl 0404 Oder DR B1 1601. Am moisten bevorzugt ist das MHC-Klasse II- 
MolekGI vom Subtyp DR 81 0101 oder DR Bl 0401. Die T-2ellinie 6/7 (DSM ACC2172) proliferiert mit dem 
autoreaktiven Peptid der Aminosauresequenz (I) in Anwesenheit der DR Bl -Allele 0401 und 0101 oder/und 
1601. Mit dem autoreaktiven Peptid der Aminosauresequenz (II) wird eine Proliferation in Gegenwart des 

20 DR Bl-Allels 0401 gefunden. Die T-Zellinie 6/10 (DSM ACC2173) proliferiert mit den autoreaktiven Peptiden 
der Aminosauresequenzen (I) und (II) in Gegenwart des DR Bl-Allels 0401. 

Die Nukleotidsequenzen der fur ein MHC-Klasse ll-MolekUl der obigen Subtypen kodierenden Gene 
sind veroffentlicht in Corell et al. (Mol. Immunol. 28 (1991), 533-543). Auf den Inhalt dieser Publikation wird 
hiermit Bezug genommen. 

25 Der Begriff "peptibindendes Derivat eines MHC-Molekuls" umfaBt Fragmente von MHC-MolekOlen, die 
durch proteolytische Spaltung nativer MHC-MolekUle oder durch rekombinante DNA-Techniken hergestellt 
sind und ihre peptidbindenden Eigenschaften im wesentiichen beibehalten haben. Weiterhin sind unter 
diesem Begriff Fusionsproteine zu verstehen, die neben einem fOr die Peptidbindung verantwortlichen 
MHC-Anteil noch weitere Polypeptid-Komponenten enthalten. 

30 Die erfindungsgemaBen Peptid-MHC-Komplexe werden vorzugsweise durch Assoziierung peptidfreier 
MHC-MolekUle Oder MHC-MolekUlderivate mit den ertindungsgemSBen Peptiden. Peptid-Derivaten oder 
Peptidmimetika hergestellt. Die Herstellung von peptidfreien MHC-Molekulen kann beispielsweise durch 
Entfaltung von nativen MHC-MolekUlen, um gebundene Peptide zu dissoziieren. und RQckfaltung der leeren 
MHC-MolekQIe erfolgen (siehe Dornmair und McConnell, Proc. Nati. Acad. Sci. USA 87 (1990), 4134-4138 

35 und WO91/14701). 

Andererseits konnen peptidfreie MHC-MolekQIe auch durch rekombinante Herstellung von MHC-Mole- 
kOlen Oder Derivaten davon gewonnen werden. Beispiele hierfOr sind die Expression von MHC-Klasse II- 
Molekiilen in Rbroblasten (Genmain und Malissen, Ann. Rev. Immunol. 4 (1990). 281-315) sowie die 
Expression von loslichen MHC-Klasse ll-MolekUlderivaten ohne Membrananker in CHOZellen (Wettstein et 

40 al., J. Exp. Med. 174 (1991). 219-228, Buelow et al., Eur. J. Immunol. 23 (1990), 69-76) und mittels des 
Baculovirus-Expressionssystems in Insektenzellen (Stern und Wiley. Cell 68 (1992). 465-477; Scheirle etal.. 
J. Immunol. 149 (1992). 1994-1999). Auch MHC-Klasse l-MolekOle wurden in CHO-Zellen (Fahnestock etal., 
Science 258 (1992), 1658-1662) In Insektenzellen (Jackson et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89 (1992), 
12117-12120; Matsamura et al.. J. Biol. Chem. 267 (1992), 23589-23595) sowie in Fibroblasten (Mage et al., 

45 Proc. Nati. Acad. Sci. USA 89 (1992), 10658-10661) exprimiert. 

Weiterhin ist auch die Expression von peptidfreien MHC-MolekUlen in E.coli bekannt (Parker et al., Mol. 
Immunol. 29 (1992), 371-378; Zhang et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89 (1992), 8403-8407; Garboczi et 
al.. Proc. Nati. Acad. Sci. USA 89 (1992). 3429-3433; Altman et a!., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90 (1993), 
10330-10334). Auf die in diesen Veroffentiichungen beschriet)enen Techniken zur rekombinanten Expres- 

50 sion von MHC-MolekUlen oder MHC-MolekUlderlvaten wird fUr die vorliegende Erfindung Bezug genommen. 
Vorzugsweise ist der MHC-Bestandteil des erfindungsgemaOen Komplexes ein rekombinantes MHC- 
MolekQI Oder ein peptidbindendes Derivat davon und besonders bevorzugt ein losliches MHC-MolekQIderi- 
vat, bei dem der Membrananker teilweise Oder vollstandig deletiert ist. 

Zur Identifizierung von MHC-MolekQlen, welche das erfindungsgemafie autoreaktive Peptid prasentie- 

55 ren, werden die Antigen pr3sentierenden Zellen eines Spenders mit dem erfindungsgemaBen Peptid in 
markierter Form inkubiert, wobei vorzugsweise zuerst gebundene Peptide durch Denaturierung nativer 
MHC-MolekQIe dissoziiert werden. Anschliefiend konnen die markierten MHC-Peptid-Komplexe mit Subtyp- 
spezifischen Antikdrpem, die gegen Framework-spezifische Determinanten der MHC-MolekQIe gerichtet 
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sind, immunprazipitiert und aufgrund des Vorhandenseins der markierten Peptide identrfiziert werden. 

Alternativ konnen als Antigen prasentierende Zellen auch EBV (Epstein-Ban^-Virus) transformierte B- 
Zellen des Spenders verwendet werden. 

Die Herstellung der erfindungsgemaBen Komplexe aus einem rekombinanten MHC-MolekOlderivat kann 
5 beispielsweise so erfolgen, daB DNA-Fragmente fUr die loslichen Teile der a- und )9-Ketten eines MHC- 
MolekOls, z.B. eines MHC-DR3-, DR4- Oder DQ-MolekUls durch PGR isoliert werden. wobei als Template 
cDNA aus einer EBV transformierten B-Zellinie des Spenders benutzt wird, welche das entsprechende 
MHC-MolekUl exprimiert. Bel diesem Schritt wird vorzugsweise am C-Tenminus der a- und der ^S-Kette 
durch entsprechende Auswahl des PCR-Primers eine Reinigungshilfe, z.B. ein Oligohistidinsegment (z.B. 

10 ein Hexa-Histidin-Segment). eingefuhrt. Die PCR-Produkte konnen anschlieBend in E.coli subkloniert und als 
Inclusion-Bodies exprimiert werden. Die Inclusion-Bodies konnen nach bekannten Verfahren (vgl. Literatur- 
stellen zur Expression von MHC-Molekilten in E.coli, supra) solubilisiert und die MHC-Proteine mittels 
Metatl-Chelat-AffinitSitschromatographie gereinigt werden. AnschlieBend werden die a- und )3-Untereinheiten 
in Anwesenheit des Peptids renaturiert. 

76 Der erfindungsgemSBe Peptid-MHC-Komplex kann auch eine wie oben beschriebene Markierungsgrup- 
pe tragen, wobei die Markierungsgruppe sowohl am Peptidbestandteil als auch am MHC-Bestandteil des 
Komplexes durch bekannte Methoden gebunden sein kann. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein oligomerisierter Peptid-MHC-Komplex, der 
mindestens 2 MHC-Molekule Oder MHC-MoiekQIderivate enthatt, die Gber kovalente Oder nicht-kovalente 

20 Wechselwirkungen assoziiert sind. Ein derartiger oligomerisierter Peptid-MHC-MolekGI-Komplex hat gegen- 
Qber bekannten (bezUglich des MHC-MolekUls) monomeren Komplexen den Vorteil einer hoheren Affinitat 
und somit einer verbesserten diagnostischen oder/und therapeutischen Wirksamkeit. 

In einer AusfUhrungsform der vorliegenden Erfindung kann ein derartiger oligomerisierter Komplex 
durch kovalente Quervernetzung von monomeren Peptid/MHC-MolekOI-Komplexen Gber chemische Kopp- 

25 lungsreagenzien. z.B. N-Succinimidyl-3(2-pyridyIthio)propionat, 3-Maleimidobenzoyl-N-hydroxy-succinimide- 
ster, Maleimidohexanoyl-N-hydroxy-succinimidester, Bis(maleimidomethyl)ether, Disuccinimidylsuberat, Glu- 
tardialdehyd etc. nach bekannten Verfahren hergestellt werden. Gegebenenfails konnen auch einzeine 
Aminosauren der Peptidkomponente Oder der MHC-Komponente so verandert sein, daB spezielle Kopp- 
lungsreagenzien an dieser Stelle bevorzugt angreifen. So lessen sich durch EinfGhrung von zusatzlichen 

30 Cystein- Oder Lystn-Resten auf rekombinantem Wege bei der Proteinkomponente bzw. durch chemische 
Synthese bei der Peptidkomponente Kopplungen Gber SH-Unker bzw. Gber Aminogruppen erzielen. 

In einer weiteren AusfGhrungsform der voriiegenden Erfindung kann der oligomerisierte Peptid-MHC- 
Komplex so hergestellt werden, daB die an das MHC-MolekGI bindende Peptidkomponente als Oligomer 
eingesetzt wird. d.h. als ein PeptidmolekGI. das mindestens 2 MHC-bindende Bereiche enthalt, wobei die 

36 fGr die Bindung an das MHC-MolekOI wichtigen Sequenzen durch Spacerregionen voneinander getrennt 
sind. Diese Spacerregionen bestehen Gblicherweise aus 10-15 Aminosauren. Man verwendet kleine, 
hydrophile Aminosauren, z.B. Glycin, Alanin, Serin, Prolin bzw. Kombinationen davon. Bei einer Renaturie- 
rung von peptidfreien MHC-MolekGlen in Anwesenheit dieser Peptidoligomere entsteht der erfindungsgema- 
Be oligomerisierte Komplex, der durch die oligomerisierte Peptidkomponente Gber nicht-kovalente Wechsel- 

40 wirkungen vemetzte MHC-Molekule enthalt. 

Weiterhin konnen oligomerisierte Peptid-MHC-Komplexe durch Modifikation rekombinant hergestellter 
MHC-Molekule erzeugt werden. So kann bei Herstellung der Vektoren fGr die Expression rekombinanter a- 
bzw. )3-Ketten von MHC-Klasse ll-MolekGlen ein Gensegment, vorzugsweise jeweils am C-Terminus, 
einkloniert werden, das fGr ein Epitop codiert, das von einem Antikorper erkannt wird. Dieser Antikorper 

45 kann vom IgG-Typ, vorzugsweise aber vom IgM-Typ sein. Die renaturierten monomeren Peptid/MHC- 
Komplexe werden dann mit einem, das eingefGhrte Epitop eri<ennenden Antikorper inkubiert, so daS nicht- 
kovalent vernetzte Immunkomplexe, bestehend aus mehreren Antikorpem und mehreren Peptid-MHC- 
Komplexen, erzeugt werden. Die EinfGhrung von DNA-Segmenten, die fGr ein Epitop codieren, in die fGr die 
a- bzw. ^-Kette des MHC-Molekuls codierenden DNA-Fragmente kann mittels bekannter molekulartDiologi- 

60 scher Techniken erfolgen, z.B. durch Insertion in Restriktionsstellen oder durch zielgerichtete Mutagenese. 

Der erfindungsgemaBe oligomerisierte Peptid-MHC-Komplex enthalt vorzugsweise ein Peptid, das die 
Aminosauresequenzen (I), (II), die in den Abbildungen 1 und 2 dargestellten Aminosauresequenzen, 
Teilbereiche davon oder/und davon abgeleitete Aminosauresequenzen umfaBt, oder ein Peptid-Derivat oder 
Peptidmimetikum davon. Der oligomerisierte Komplex kann vorzugsweise als diagnostisches oder therapeu- 

55 tisches Reagenz bei Typ l-Diabetes eingesetzt werden. 

Die Erfindung betrifft somit auch eine pharmazeutische Zusammensetzung, die ein Peptid, Peptid- 
Derivat, Peptidmimetikum oder/und einen Peptid-MHC-Komplex als aktive Komponente gegebenenfails in 
Kombination mit pharmazeutisch Gblichen Zusatzstoffen enthalt. Die Zusammensetzung kann weiterhin eine 
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akzessorische stimulierende Komponente enthalten, z.B. Cytokine wie IL-2 und IL-4 oder/und das Oberfla- 
chenantigen B7 (Wyss-Coray et al., Eur. J. Immunol. 23 (1993). 2175-2180; Freeman et a!., Science 262 
(1993), 909-911), das mit dem OberflachenmolekUl CD-28 auf einer T-Zelle binden kann. Die Anwesenheit 
der akzessorischen stimulierenden Komponente kann die therapeutische Wirkung der Zusammensetzung 

5 verbessem oder/und modifizieren. 

Ein Gegenstand der vorliegenden Erfindung 1st femer die Verwendung einer pharmazeutischen Zusam- 
mensetzung, die ein Peptid, Peptid-Derivat, Peptidmimetikum oder/und einen Peptid-MHC-Komplex enthalt 
zur Herstellung eines Mittels fOr die Diagnose von Erkrankungen oder einer Pradisposition fUr Erkrankun- 
gen, die das Immunsystem beeinflussen, oder fUr die Diagnose von Tumorerkrankungen oder einer 

10 Predisposition fUr Tumorerkrankungen, Insbesondere fUr die Diagnose von Autoimmunerkrankungen oder 
einer Pradisposition fOr Autoimmunerkrankungen, z.B. Diabetes Typ I oder Typ II, vorzugsweise Diabetes 
Typl. 

Analoge diagnostische Anwendungen sind jedoch auch bei anderen Autoimmunerkrankungen mdglich. 
Beispiele derartiger Autoimmunerkrankungen sind Multiple Sklerose. wo reaktive T-Zellen gegen das Myelin 
75 Basic Protein oder das Proteolipid-Protein bestimmt werden konnen, rheumatoide Arthritis, wo reaktive T- 
Zellen gegen Kollagen Typ II, Cytokeratine und Hsp 65 bestimmt werden konnen, Basedow-Krankheit, wo 
reaktive T-Zellen gegen Thyroidperoxidase bestimmt werden konnen. 

Allgemein ist die diagnostische Anwendung bei alien Erkrankungen moglich. die das Immunsystem 
beeinflussen, wie z.B. auch bei der Arteriosklerose. Hier wurde eine Assoziation der Krankheit mIt einer 
20 Immunantwort gegen das Heat Shock Protein Hsp 65 nachgewiesen (Xu et al.. Lancet 341, 8840 (1993), 
255-259). 

Noch eine weitere Anwendung ist der diagnostische Nachweis von T-Zellen, die gegen Tumorantigene 
reagieren. Beispiele hierfOr sind T-Zellen gegen ein Melanom-assoziiertes Antigen MAGE 1, die aus 
Melanompatienten isoliert wurden (van der Bruggen et al.. Science 254 (1991), 1643-1647). Der Nachweis 

25 dieser T-Zellen kann mit erfindungsgemafien oligomerisierten Komplexen schon in einem Stadium erfolgen, 
in dem der Tumor aufgrund einer noch zu geringen Zellmasse mit herkommlichen Methoden noch nicht 
nachwelsbar ist. Ferner kdnnte der Nachweis von spezifisch reaglerenden T-Zellen auch zur Verlaufskon- 
trolle bei einer Anti-Tumorvakzinlerung eingesetzt werden. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist somit ein Verfahren zur Bestimmung einer 

30 spezitischen T-Zell-Subpopulation, welches dadurch gekennzeichnet ist, daG man eine T-Zellen enthaltende 
Prot)e, die vorzugsweise aus einer KorperflUssigkeit, z.B. Vollblut, stammt, mit einem erfindungsgemaBen 
Peptid, Peptid-Derivat, Peptidmimetikum oder/und einem erfindungsgemaSen Komplex in Kontakt bringt 
und die Reaktion von T-Zellen mit dem Peptid oder Komplex bestimmt. Eine spezifische Reaktion von T- 
Zellen mit dem Komplex oder dem Peptid kann z.B. durch eine erhohte T-Zellenproliferation nachgewiesen 

35 werden, die sich durch den Einbau von RadioaktivitSt messen laBt. Andererseits kann die Reaktion von T- 
Zellen auch direkt durch Verwendung eines markierten Peptids oder Komplexes bestimmt werden. Bei 
dieser AusfUhrungsform werden das Peptid oder der Komplex vorzugsweise mit einer daran gekoppetten 
Fluoreszenzmarkierungsgruppe verwendet. Die Auswertung kann beispielsweise durch FACS-Analyse erfol- 
gen, wobei die T-Zellen mit einem ersten Fluoreszenzmarker, der an einen T-Zell-spezifischen Antikorper 

40 gekoppelt ist, und dann mit dem Peptid- MHC-Komplex, der mrt einem zweiten Ruoreszenzmarker 
gekoppelt ist, in Kontakt gebracht werden und das Vorhandensetn von doppeimarkierten Zellen durch 
fluorographische Analyse bestimmt wird. Auf diese Weise wird eine T-Zell*Subpopulation bestimmt, die 
durch ihre ReaktivitMt mit einem erfindungsgemaBen Peptid oder Peptid-Derivat oder/und mit einem 
erfindungsgemSBen Peptid-MHC-Komplex charakterisiert ist. Aufgrund der geringen Konzentration der 

45 spezitischen T-Zell- Population Im Blut erfolgt als erster Schritt des Verfahrens vorzugsweise eine Selektion 
auf praaktivierte T-Zellen, z.B. eine selektive Anreicherung von IL-2-Rezeptor-positiven T-Zeilen durch 
Inkubation mit IL-2 oder/und durch Inkubation mit IL-2-Rezeptor-Antikorper und anschlieBende Separation 
der Antikorper-bindenden Zellen beispielsweise mit immunmagnetischen Methoden. Andererseits kann die 
Selektion auf praaktivierte Zellen erst nach dem Kontakt der T-Zellen mit dem Peptid oder dem Komplex 

so erfolgen. 

In einer Abwandlung dieses Verfahrens kann auch das VerhMltnis von prSaktivierten autoreaktiven T- 
Zelien, d.h. T-Zellen mit dem IL-2-Rezeptor als Oberflachenmarker, zu nicht-aktivierten autoreaktiven T- 
Zellen, d.h. T-Zellen ohne den IL-2-Rezeptor, bestimmt werden. 

Dieses Verfahren kann insbesondere zur Diagnose von Typ l-Dlabetes, aber auch be\ anderen das 
55 Immunsystem beeinflussenden Erkrankungen bzw. zur Diagnose einer Predisposition fOr derartige Erkran- 
kungen angewendet werden. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist die Verwendung einer pharmazeutischen 
Zusammensetzung, die ein Peptid, Peptid-Derivat, Peptidmimetikum oder/und einen Peptid-MHC-Komplex 
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enthalt, zur Herstellung eines Mittels fur die Therapie Oder Pravention von Erkrankungen. die das 
Immunsystem beeinflussen. Zur therapeutischen Anwendung der erfindungsgemaBen Peptide und der 
erfindungsgemaBen Peptid-MHC-Komplexe konnen beispielsweise mit Toxinen gekoppelte Peptide Oder 
Peptid-MHC-Komplexe verwendet werden. andererseits konnen aber auch Peptide alleine oder als Bestand- 

5 teile des Komplexes eingesetzt werden, die zwar eine Bindung an den T-Zellrezeptor ermoglichen. aber 
keine Aktivierung der T-Zelle hervorrufen, d.h. die also anergisierend wirken. 

Die therapeutische Wirkung derartiger anergisierender Peptidanaloga beruht darauf, dafi der T-Zellre- 
zeptor (TCR) zur Aktivierung der T-Zelle mit einem Peptid wechselwirken muB, das von einenr> MHC- 
Antigen der Klasse I Oder Klasse II prasentiert wird. Dabei sind insbesondere Aminosauren in Ankerposltio- 

70 nen des Peptids fUr die Bindung an das MHC-MolekUl verantwortlich, wahrend andere Aminosauren Im 
Peptid zur Wechselwirkung mit dem TCR beitragen und somit eine T-Zellstimutation hervorrufen. Durch 
Aminosauresubstitutionen in den Peptiden konnen nun Peptidanaloga hergestelit werden, die aufgrund des 
Vorhandenseins der Ankerpositionen noch an das MHC-Molekul binden, andererseits aber nur eine partielle 
Oder keine T-Zellaktivierung hervorrufen (vgl. z.B. Sloan-Lancaster et al., Nature 363 (1993), 156-159). Z.B. 

75 konnen seiche Peptidanaloga bewirken, dafi die Expression bestimmter OberflachenmolekUle hochreguliert 
wird (z.B. 112-Rezeptor, LFA-1), dafl jedoch keine Proliferation oder Cytokin-Expression erfolgt. T-Zellen, die 
mit einem solchen Peptidanalogon in Wechselwirkung treten, gehen in einen sogenannten anergen Zustand 
uber. d.h. sie konnen auch durch eine nachfolgende regulare Stimulation mit einem immunogenen Peptid 
nicht mehr proliferieren. Dieser anerge Zustand halt mindestens 7 Tage an und laSt sich deshalb 

20 therapeutisch bei der Behandlung einer Autoimmunerkrankung nutzen. 

Ein weiterer therapeutischer Aspekt der vorliegenden Erfindung besteht darin, daB das Peptid bzw. der 
Komplex aus Peptid und MHC-MoIekOI als Antigen verwendet werden kann. Ein derartiges Antigen kann 
dabei als Immunogen, d.h. als ein die Immunantwort stimulierendes Mittel oder als Tolerogen wirken, d.h. 
als ein Mittel. das eine Immuntoleranz hervonruft. Die Verwendung als Immunogen kann z.B. bei der 

25 Vakzinlerung gegen Tumorantigene Verwendung finden. Statt den bisher zu diesem Zweck verwendeten 
ganzen Tumorzellen ist es moglich, daB von den T-Zellen erkannte tumorspezifische Peptide Im Komplex 
mit dem entsprechenden MHC-MolekUl, insbesondere in Fonm eines oligomerlsierten Komplexes, zu 
injizieren, um eine T-Zellantwort gegen den Tumor zu erzeugen. Zur Erhohung der Immunstimulation kann 
dieser Komplex auch in Kombination mit zusatzlichen stimulierenden Substanzen verabreicht werden. Zu 

30 diesem Zweck sind beispielsweise Cytokine, wie etwa IL2 oder IL4 geeignet, die gegebenenfalls und 
vorzugsweise kovalent mit dem erfindungsgemaBen Peptid-MHC-Komplex verknupft sind. Eine weitere 
Mdglichkeit ist die Assoziierung des Komplexes mit akzessorischen Komponenten fOr die T-Zellaktivierung, 
insbesondere mit fOr Antigen prasentierenden Zellen essentiellen OberflachenmolekUten, z.B. dem Oberfla- 
chenmolekUl 87. 

35 Eine bevorzugte therapeutische Fonnnulierung ist der EInbau von mit Peptid beladenen MHC-MolekUlen 
in kUnstliche Vesikel. z.B. Lipidvesikel, die gegebenenfalls noch weitere membrangebundene Molekule 
ti'agen konnen, wie z.B. B7 oder/und immobilisierte Cytokine. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist die Isollerung von T-Zellsubpopulationen, die 
mit einem erfindungsgemaBen Peptid oder Peptid-MHC-Komplex reagieren. Bei einem solchen Verfahren 

40 bringt man eine T-Zellen enthaltende Probe, die z.B. aus einer KorperflUssigkeit stammt, die einem 
Patienten vorher entnommen wurde, mit einem erfindungsgemaBen Peptid oder einem erfindungsgemaBen 
Peptid-MHC-Komplex in Kontakt. identifiziert die mit dem Peptid oder Komplex reagierenden T-Zellen und 
trennt sie gegebenenfalls von anderen T-Zelten ab. Auch hier kann vor oder/und nach dem Kontakt der T- 
Zellen mit dem Peptid oder dem Komplex vorzugsweise eine Selektion auf praaktivierte T-Zellen. d.h. T- 

45 Zellen mit dem IL-2-Rezeptor, erfolgen. 

Bei einem solchen Verfahren kann man das Peptid oder den Peptid-MHC-Komplex in immobilisierter 
Form auf einem Trager verwenden, wodurch die Abti'ennung der positiv reagierenden T-Zell-Population von 
anderen T-Zellen vereinfacht wird. Aus den auf diese Weise isolierten T-Zell-Subpoputationen konnen durch 
Restimulation T-Zellinien angelegt werden. Diese autoreaktive T-Zelllnien konnen dann zur Immunisierung 

50 von Patienten verwendet werden. 

Eine spezifische Immuntherapie des Typ l-Diabetes umfaBt zunachst die Isolierung von spezifischen T- 
Zellinien gegen ein Autoantigen, z.B. GAD 65 aus IDDM-Patienten. Dann erfolgt eine Bestimmung der 
Feinspezifitat der T-Zellinien, d.h. die Identifizierung der autoreaktiven Peptide. FOr die spatere Inokulation 
der Patienten werden seiche T-Zellinien ausgewMhlt, die ein pradominantes Peptid erkennen, d.h. ein 

55 Peptid, gegen das mehrere der isolierten T-Zellinien reagieren. Insbesondere handelt es sich dabei um T- 
Zelllinien, welche ein Peptid mit den Aminosauresequenzen (I) oder (II) erkennen. 

Falls sich bei einem Patienten kein eindeutig pradominantes Peptid findet, mUssen fiir die spatere 
Inokulation mehrere T-Zellinien gemischt werden. Die ausgewahlten T-Zellklone werden vor der Inokulation 
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nochmals mit Antigen-prasentierenden Zellen und den entsprechenden Peptiden stimuHert, um ein gute 
Expression von Aktivierungsmolekulen und insbesondere der T-Zellrezeptoren zu gewahrleisten. Dann 
warden die T-Zellinien inaktiviert, z.B. durch Hitzebehandlung oder/und radioaktive Bestrahlung, vorzugswei- 
se mit einer Dosis im Bereich von 4000 - 10000 rad. besonders bevorzugt ca. 8000 rad. und subkutan in 
5 einer Zellenzahl von vorzugsweise lO' bis 5 x 10^ in den Patienten, aus dem sie gewonnen wurden. 
injiziert. Ubiicherweise werden mindestens drei Injektionen Uber einen Zeitraum von 6 bis 12 Monaten 
verteilt. 

AnschlieBend kann man die T-Zellantwort des Patienten auf das Inokulat testen. Hierzu isoliert man die 
peripheren Blutlymphozyten (PBLs) des Patienten. z.B. Gber Ficoll-Dichte-Gradientenzentrifugation, und 

10 testet die Proliferation gegen das Inokulat in einem Standard-Proliferationstest. Nach erfolgreich verlaufen- 
der Immunisierung solite eine deutliche Proliferation der Patienten-PBLs gegen das Inokulat nachweisbar 
sein. Eine weitere Kontrolle des Immunisierungserfoigs kann durch Bestimmung der Frequenzen der GAD- 
reaktiven T-Zellen des Patienten Im Verlauf der Immunisierung erfolgen. Dies kann z.B. nach dem 
Standardverfahren der Limiting Dilution mit autologen Stimutatorzellen erfolgen, die nach Inkubation mit 

75 GAD mit z.B. 4000 rad bestrahit worden sein. Bei erfolgreich verlaufender Immunisierung nimmt die 
Frequenz der autoreaktiven T-Zellen deutlich ab. 

Nach weiterer Eingrenzung der von den regulatorischen T-Zellen erkannten Oberflachenstrukturen auf 
den T-Zellen des Inokulates kann auch mit Teilstrukturen der regulatorischen T-Zellen immunisiert werden, 
z.B. mit Segmenten des T-Zellrezeptors. 

20 Andererseits konnen bei einer Antitumorvakzinierung auch teilungsfahige T-Zellen reinjiziert werden, die 
zu einer aktiven Immunisierung des Patienten gegen Tumorzellen fOhren konnen. 

Bei den diagnostischen und therapeutischen Verfahren zur Identtfizierung bzw. Aktivierung/lnhibierung 
von spezifischen T-Zellsubpopulationen kann anstelle der erfindungsgemaflen Peptide Oder Peptid-MHC- 
MolekUle auch ein anti-idiotypischer Antikorper venwendet werden, der die Wirkung des MHC-Peptid- 

25 Komplexes nachahmt. Derartige Antikorper konnen ohne weiteres erhalten werden, indem eine gegen ein 
bestimmtes Peptid spezifische T-Zellsubpopulation als Immunogen zur Erzeugung eines Antikorpers (z.B. in 
einer Maus) verwendet wird Oder indem zuerst ein erster Antikorper gegen den MHC-Peptid-Komplex und 
dann ein anti-idiotypischer Antikorper gegen den ersten Antikorper erzeugt wird. 

Ein Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist somit auch ein Antikorper (erster Antikorper) gegen ein 

30 erfindungsgemaSes Peptid Oder Peptid-Derivat Oder einen erfindungsgemaflen Komplex, erhaltlich durch 
Immunisierung, mit dem Peptid, Peptid-Derivat Oder Komplex und Gewinnung eines durch Immunisierung 
erzeugten Antikorpers, vorzugsweise eines durch das Verfahren von Kohler und Milstein Oder Weiterent- 
wicklungen davon hergestellten monoklonalen Antikorpers. 

SchlieBlich betrifft die Erfindung auch einen anti-idiotypischen Antikorper gegen den ersten Antikorper, 

35 erhaltlich durch Immunisierung mit dem ersten AntikSrper, der gegen das Peptid Oder Peptid-Derivat Oder 
den Komplex gerichtet ist, und Gewinnung eines durch die Immunisierung erzeugten anti-idiotypischen 
Antikorpers. 

Noch ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist eine T-Zelle. die mit einem erfindungsge- 
maflen autoreaktiven Peptid, Peptid-Derivat Oder Peptidmimetikum Oder einem Komplex aus Peptid und 
40 MHC-MolekOI reagiert. Bevorzugte Beispiele sind T-Zellen, die von den T-Zellinien 6/7 (DSM ACC2172) 
Oder 6/10 (DSM ACC2173) stammen Oder eine aquivalente T-Zellrezeptor-Bindungsspezifitat aufweisen, 
d.h. ein von einem MHC-MolekGI prasentiertes Peptid Oder Peptid-Derivat der Aminosauresequenzen (I) 
oder/und (II) oder/und Teilbereichen dieser Aminosauresequenzen erkennen. 

Weiter soil die Erfindung durch die folgenden Beispiele in Verbindung mit den Abbildungen 1 bis 4 
45 eriautert werden. 

Abb. 1 zeigt erfindungsgemafle autoreaktive Aminosauresequenzen, 
Abb. 2 zeigt weitere erfindungsgemafle autoreaktive Aminosauresequenzen, 
Abb. 3 zeigt das Ergebnis eines Proliferationsassays der T-Zelllnie 6/7 mit Pepitdpools, 
Abb. 4 zeigt das Ergebnis eines Proliferationsassays der T-Zellinie 6/10 mit Peptidpools, 
60 Abb. 5 zeigt das Ergebnis eines Proliferationsassays mit der T-Zellinie 6/7 mit Einzelpeptiden aus 
Pool 7 und 11, 

Abb. 6 zeigt das Ergebnis eines Proliferationsassays mit der T-Zellinie 6/10 mit Einzelpeptiden aus 
Pool 7 und 1 1 , 

55 
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BEISPIEL 1 

Etablierung von GAD-spezifischen T-Zellinien 
5 1. Primarstimulation 

Durch Ficoll-Dichtegradienten-Zentrrfugation werden aus EDTA-Blut von Typ l-Diabetikern die periphe- 
ren Blut-Lymphozyten (PBLs) gewonnen. Die Zellen werden 2 mal in RPMI-Medium gewaschen und dann in 
einenr) Kulturmedium. bestehend aus RPMI 1640, 5 % Humanserum, 2 mM Glutamin und 100 U/ml 

10 Penicillin und 100 ug/ml Streptomycin, aufgenommen. Pro Napf einer 96 Napf Rundboden-Platte werden 
100 jbil Zellsuspension, entsprechend 100000 Zellen, eingesat. Danach erfolgt die Zugat)e von Schweine- 
GAD (SW-GAD) in einer Endkonzentration von 2.5 ug/ml. Die Zellen werden 3-4 Tage im Blutschrank bei 
37 "0/7 % CO2 inkubiert. Nach diesenn Zeitraum erfolgt Zugabe von 100 ul IL-2 (30 U/ml). Nach weiteren 3 
- 4 Tagen werden von alien Kulturansatzen 100 ii\ abgesaugt und wie-derum 100 ul IL-2 (30 U/ml) 

75 zugegeben. Dies wird alle 3 - 4 Tage wiederholt. 

Z Restlmulation 

Am Tag 14 nach dem Beginn der Primarstimulation erfolgt die erste Restimulation. HierfQr wird im 
20 Vergleich zur Primarstimulation die doppelte Anzahl von autologen PBLs mittels Rcoll isoliert und in 
Kulturmedium auf eine Zellkonzentration von 2 x 10^ /ml eingestellt. Eine Halfte dieser Stimulatorzellen wird 
mit dem Antigen SW-GAD (Endkonzentration 5 jxg/ml) fOr 2 Stu nd en/37 • C/7 % CO2 inkubiert (Antigen- 
Pulse). Die andere Halfte wird unter gleichen Bedingungen ohne Antigen, nur mit Kulturmedium inkubiert. 
Anschlieflend werden alle Stimulatorzellen mit 4000 rad bestrahlt. Die Stimulatorzellen werden dann in 96 
25 Napf Rundboden-Platten verteilt (j© 100000 Zellen/Napf) und zwar so, dafi immer ein Napf mit Antigen 
enthaltenden Stimulatorzellen benachbart zu einem Loch mit Stimulatorzellen ohne Antigen zu liegen 
kommt. 

AnschlieBend erfolgt die Praparation der T-Zellen aus den Primarstimulationsansatzen. HierfUr werden 
die OberstMnde aus den Primarstimulationsansatzen at>gesaugt und die Zellen in den Platten zweimal mit je 

30 100 ul Waschmedium (Dulbeccos Modified Eagle Medium = DMEM) gewaschen. Dazwischen werden die 
Zellen in den Platten bei 400 g zentrifugiert. AnschlieBend werden die Zellen in je 100 ul Kulturmedium 
aufgenommen und je 50 ul auf zwei benachbarte Napfe der Restimulations-Platte verteilt. Auf diese Welse 
werden die T-Zellen in einem Napf mit Antigen Inkubiert und im benachbarten Napf ohne Antigen kann die 
Antigen-Spezifitat der Restimulation kontrolliert werden. 

35 Ab dem 2. oder 3. Tag nach dem Beginn der Restimulation kann die Proliferation mikroskopisch 
beurteilt werden. Dabei werden nur solche Mikrokultur-Parchen als relevant angesehen, bei denen nur im 
Napf mit Antigen-Anwesenheit Proliferation erfolgt. Ab Tag 4 wird wiederum zu jedem Kultur-Napf 100 ul IL- 
2 (30 U/ml) zugegeben. Bis zum Tag 14 wird alle 3-4 Tage ca. 50 % des Kulturme-diums gegen IL-2 (30 
U/ml) ausgetauscht. 

40 Bei gutem Wachstum werden die Kulturen auf mehrere 96er Napfe aufgeteilt. Bei spateren Rest'mula- 
tionen kann auch in groBere Napfe aufgeteilt werden. Alle 2 Wochen erfolgt eine emeute Restimulation 
nach der oben beschriebenen Methode. Ab der 3. Restimulation wird die SpezifitMt der Mikrokulturen in 
einem Proliferationstest ermittelt. 

45 a Proliferationstest mit SW-GAD 

Alle Tests werden mindestens in Doppel-Ansatzen durchgefOhrt. 
a) Stimulator-Zellen: 

60 

Als Stimulatorzellen werden autologe PBLs Oder in den HLA-Klasse II Antigenen identische PBLs eines 
normalen Spenders verwendet. Die PBLs werden wie unter Absatz 2. beschrieben mit Antigen vorinkubiert. 
mit 4000 rad bestrahlt und in 96 Napf-Platten verteilt (100000 Zellen/Loch). 

55 b) T-Zellen 

Die verwendeten T-Zellen stammen immer aus der AbschluBphase einer Restimulationsperiode. Sie 
werden 3 mal mit DMEM von Antigen und IL-2-freigewaschen und mit 6000 Zellen/96er Napf verteilt. Die 
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auf diese Weise isolierten T-Zellinien 6/7 und 6/10 wurden bei der DSM unter den Numm rn DSM 
ACC2172 bzw. DSM ACC2173 nach den Vorschriften des Budapester Vertrags hinterlegt. 

Zusatzlich zu den Ansatzen mit SW-GAD werden Kontrollen ohne GAD inkubiert. 

Nach 3 - 4 Tagen bei 37*C/7 % CO2 erfolgt die Zugabe von 1 uCi ^H-Thymidin und weitere Inkubation 
5 fur 16 - 20 Stunden. Danach erfolgt das Obertragen der Zellen auf einen Glasfaserfilter mittels eines Zell- 
Ernte Gerates und die Bestimnnung der eingebauten Radioaktivitat im )9-Zahlgerat. 

Tabelle 1 zeigt ein typisches Ergebnis eines Proliferationstests mit SW-GAD. 

Tabelle 1 

70 



ErgebnissB des Proliferationstests der T-Zellinien 6/7 und 6/10 mit SW-GAD 


Zelllinie 


Kontrolle ohne Antigen 


cpm SW-GAD 


6/7 
6/10 


129 
117 


9373 
5222 



4. Proliferationstest mit Peptiden, die aus der H-GAD Sequenz abgeieitet sind 

20 

T-Zellinien, die Uber mindestens 4 Restimulationsrunden expandiert wurden und mit SW-GAD im 
Proliferationstest reagierten, wurden zusatzlich mit uberlappenden Peptiden der H-GAD getestet. Diese 
Experlmente haben zum Ziel, die von den T-Zellen erkannten Epitope der H-GAD zu definieren. Dazu 
werden zunachst sich Uberlappende 20 mer Peptide der H-GAD synthetisiert (Uberlappungsbe- reich 10 
25 Aminosauren. insgesamt 59 verschiedene Peptide). 

Jewells 4-5 dieser Peptide werden zu einem Pool vereinlgt und in einer Endkonzentration von je 18 
ug/ml zu den Stimulatorzellen gegeben (Praparation der Stimulatorzellen wie unter Abschnitt 3a beschrie- 
ben). Die weitere Behandlung dieser Stimulatorzellen wird wie unter Abschnitt 3a l^eschrieben, durchgefUhrt. 

Danach erfolgt die Zugabe von 6000-20.000 T-Zellen pro MIkrokultur-Napf. Das weitere Verfahren ist 
30 analog dem unter Abschnitt 3b beschriebenen. 

Die Abbildungen 3 und 4 zeigen Ergebnisse eines Proliferationsassays der T-Zellinien 6/7 und 6/10 
unter Verwendung von Peptidpools der humanen GAD 65 kd. Beide T-Zellinien proiiferieren stark mit 
Peptiden aus dem Pool 11. Eine geringere, aber signifikante Proliferation ist auch mit Pool 7 zu beobachten. 

Die Abbildungen 5 und 6 zeigen Ergebnisse des Proliferationsassays der T-Zellinien 6/7 und 6/10 mit 
05 10 a.g/ml Einzelpeptiden aus den Pools 7 bzw. 11. Beide Zellinien zeigen eine signifikante Proliferation mit 
dem Peptid 5G1 (entsprechend den Aminosauren 266-285 der humanen GAD 65) und eine geringere, 
jedoch signifikante Proliferation mit dem Peptid 5F3 (entsprechend den Aminosauren 306-325 der humanen 
GAD 65). 

40 BEISPIEL 2 

Verfahren zur Isolierung und Bestimmung einer antigenspezifischen T-Zellsubpopulation 

Da antigenspezlfische, insbesondere gegen Auto-Antigene gerichtete T-Lymphozyten im peripheren 
45 Blut in sehr niedriger Zahl auftreten (erwartete Frequenz 10"^ - 10"^), bietet sich an, die in vivo 
praaktivierten T-Zellen uber einen Selektionsschritt zunachst anzureichern. 
Dies kann durch zwei Verfahren erzielt werden: 

1. Expansion der in vivo praalctivierten T-Zellen durch inkubation mit iL-2 

60 

Dazu werden PBLs mittels Ficoll-Dichtegradlenten-Zentrifugation isoliert und in Zellkultur-Medium mit 
IL-2 (RPMI 1640/5 % Humanserium/30 U/ml IL-2) auf 2x10^ Zellen/ml eingestellt. Die Zellen werden in 200 
\i\ Aliquoten auf 48 Napfplatten verteilt und 7 Tage inkubiert. Nach 4 Tagen wird zusatzlich noch einmal IL- 
2 zugegeben. Da prMaktivierte T-Zellen den hochaffinen IL-2 Rezeptor exprimleren, proiiferieren selektiv die 
65 in vivo praaktivierten T-Zellen wahrend diesesr Stimulationsperiode und reichern sich in der Primarkultur 
an. Nach AbschluB der Stimulationsperiode werden die Zellen in den einzelnen Napfen gewaschen, gezahit 
und In einem Proliferationstest venvendet. 
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2. Anreich rung von in vivo praaktivlerten T-Zeilen durch immunmagnetlsche Separation 

Hierzu werden die Rcoll- isolierten PBLs mit monoklonalen Antikorpern gegen den hochaffinen lL-2 
Rezeptor inkubiert (7 x 10^ PBLs/ml; 10 ug/ml anti IL-2 Rezeptor Antikorper (Boehringer Mannheim); 30 
5 min bei 4**C). AnschlieBend wird die Zellsuspension zweimal mit eiskaltem RPMl/10 % Humanserum (HS) 
gewaschen (400 g/10 min) und dann die Suspension auf sine Zelldichte von 1 - 3 x 10^ /ml eingestelt. Dazu 
werden mit Schaf-anti Maus-Antikorper gekoppelte Dynabeads M-280 der Firma Dynal gegeben (Verhaltnis 
Dynabeads zu Zielzellen ca. 10 - 15). Die Suspension wird bei 4^C auf einem Roller sehr langsam bewegt. 
Danach wird die Suspension mit RPMl/10 % HS 10-fach verdUnnt und fOr 1 - 2 Minuten in den zuvor 
10 gekUhlten Magnetpartikel-Konzentrierer (MPC) gestellt. Nachdem die rosettierten IL-2 Rezeptor tragenden 
T-Zellen vom Magneton immobilisiert sind, wird der Oberstand abgesaugt, das InkubationsgefaB aus dem 
MPC entfemt und die verbleibenden Zellen mit RPMl/10 % HS resuspendiert. Die Abtrennung der 
Zielzellen erfolgt noch einmal im MPC. Dieser Wasohschritt wird noch einmal wiederholt. AnschlieBend 
werden die separierten Zellen In Kuttumnedium resuspendiert und die Zellzahl auf 1 x 10^/ml eingestellt. Die 
75 Magnetobeads werden nach bekannten Verfahren Ober die Detacher Antikorper entfernt. 

Die Ober die Verfahren nach 2.1 oder 2.2 angereicherten praaktivlerten Zellen werden anschlieBend auf 
Reaktivitat gegen die Auto-Antigen Peptide bzw. gegen einen Peptid/MHC-Komplex getestet. 

Auch hier bieten sich mehrere Verfahren an: 

20 3. Proliferationstest mit bestrahlten Stimulatorzelien und Peptiden ais Antigene 

Zunachst prapariert man autologe Stimulatorzelien aus Ficollisolierten PBI-s. Die Stimulatorzelien 
werden auf eine Konzentration von 10^ Zellen/ml in Zellkulturmedium eingestellt und mit den Peptiden 
(Endkonzentration 10 u.g/ml) fur 2 Stunden/37 ' C/ 7 % CO2 inkubiert. Danach werden die Stimulatorzelien 
25 mit 4000 rad bestrahit und anschlieBend in einer Zellzahl von 100000 Zellen/Napf in einer 96 Napf- 
Rundbodenplatte verteilt. 

Dazu gibt man je 100000 der aus 2.1 oder 2.2 gewonnenen in vivo praaktivlerten T-Zellen und inkubiert 
fQr 4 Tage/37*C/7 % CO2. Dann wird die Halite des Ansatzvolumens gegen IL-2 (30 U/ml) ausgetauscht. 
Dies geschieht nach weiteren 4 Tagen noch einmal. 

30 Am Tag 12 nach dem Start der Mikrokulturen wird der eigentliche Proliferationstest durchgefuhrt. Dazu 
werden zuerst die Mikrokulturen zweimal mit DMEM gewaschen, urn Antigen und IL-2 zu entfemen. Jede 
Kultur wird in vier Aliquots aufgeteilt und in Duplikaten in der Anwesenheit von 100000 autologen, 
bestrahlten PBLs, jeweils mit oder ohne Peptid-Pulse, fUr 3 Tage inkubiert (37°C/7 % CO2) Nach dieser 
Zeit wird 3H-Thymidin zugegeben und nach weiteren 16-20 Stunden die eingebaute Radioaktivitat 

35 bestimmt. 

4. Direicter Nachweis der Antoantigen-reakttven T-Zeiien dutch Marltierung Uber elnen oligomeri- 
sierten Peptid/HUV-Komplex 

40 HierfUr verwendet man die nach der Methode 2.2 angereichert in vivo praaktivlerten T-Zellen. Die 
Zellen werden in RPMl/10 % HS auf eine Konzentration von 10^ /ml eingestellt und mit dem oligomerisier- 
ten, mit einer Fluoreszenz-Markierung versehenen HLA-Peptid-Komplex bei 4'C fur 30 min inkubiert. 
AnschlieBend werden die Zellen mit eiskaltem Zellkultur-Medium zweimal gewaschen. Die Analyse der 
Fluoreszenz-markierten Zellpopulation erfolgt im DurchfluBcytometer. 

45 

Beispiel 3 

Identifizierung von MHC-Molekulen, welche ein definiertes autoreaktives Peptid prasentieren 

50 Hierzu werden zunachst die Peptide mit ^^J markiert, z.B. nach der Methode von Bolton und Hunter 
(Bolton, A.E. and Hunter. W.M., Biochem. J. 133 (1993). 529-531). Dann werden 2 - 5 x 10^ PBLs des 
Spenders mit dem zu untersuchenden MHC-Typ in Zellkulturmedium mit '^J-markierten Peptiden (2 - 10 
uM) fUr 4 Stunden bei 37**C inkubiert. Nach dem Waschen der Zellen werden diese in einem Lysepuffer, 
bestehend aus 0,5 % NP 40; 0,5 % Mega9; 150 mM NaCI; 5 mM EDTA; 50 mM Tris pH 7,5; 2 mM 

55 Phenylmethylsulfonylfluorid) lysiert. Aus der Mischung werden die MHC-Mo!ekUle durch an Protein A- 
Sepharose gebundene Frameworkspezifische monoklonale Antikorper (z.B. im Falle von HLA-DR mit dem 
monoklonalen Antikorper 1.243 (ATCC HB 55)) immunprazipitiert und die an die Protein A-Sepharose 
gebundene Radioaktivitat im Gamma-Counter bestimmt. 
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BEISPIEL 4 
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BEISPIEL 5 

Proliferationstest mit Varianten des Peptids 5G1 unter Verwendung der T-Zellinie 6/10 

..r.]!wJ'^ Kemstruktur des stimulierenden Peptids 5G1 aufzuklSren. wurden Proliferationstests mit 
verschiedenen Varianten dieses Peptide unter Vewendung der T-Zellinie 6/10 durchgefahrt (siehe Tabelle 

Ein Test mit einer ersten Serie von 20 mer-Varianten sollte entschlOsseln. ob an die 5Gl-Struktur am C- 
S! h I ^^'l"^®"''® Aminosauren eine Rolle bei der Erkennung durch die T-Zellinie 6/10 spielen. 

We die Stimulationsindices zeigen. bringt eine Verschiebung des 20mer Peptids in Richtung C-Tem,inus 
kemen Gewinn an Proliferationsaktivitat. Eine Verschiebung um 6 AminosSuren in Richtung N-Terminus 
fUhrt zu einem Verlust an StimulationskapazitSt. 

Bn Test mit einer zweiten Serie von Peptidvarianten untersucht den EinfluB einer VerkOrzuno am C- 
« LTTL . ^P«"'"«"t«" 9eht hervor. daB die C-terminalen Aminosaurereste Histidin 

76 (H) und Phenylalanin (F) fUr die Stimulationskapazitat bedeutsam sind 

stimSJniJT" ^"^ ^^P^^^"^" hatte das Ziel. den N-Terminus des minimalen 

sbmulat.onsaW.ven Pept.ds zu definieren. Entfemt man von einem I8mer mit intaktem C-Terminus die 
Aminosauren Leucin (L) und Prolin (P). so kommt es zu einem starken /Vbfali des Stimulationsindex Der N- 
IhZT u"?J- ^'"^ '"^^'^ VerkUrzung um H und F am C-Temiinus fOhrt 

2 ? . ^"^"^ ^^""^ ^ Stimulationsaktivitat. Somit ist fOr die T-Zellinie 6/10 das minimale noch 
stimuherende Peptid ein 14mer der Sequenz LPRLIAFTSEHSHF. 
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Tabelle 4 

Reaktion von TCL 6/10 rait Varianten des Peptids 5G1 zur 
Identifizierung der minimalen, noch stitnulationsaktiven 
Peptidstruktur 

Peptid-Varianten von 5G1 Stimulations- 
index 

5G1 GMAALPRLIAFTSEHSHFSL 5^4 



ALPRLIAFTSEHSHFSLKKG 

RLIAFTSEHSHFSLKKGAAA 
PEVKEKGMAALPRLIAFTSE 

AALPRLIAFTSEHSHFSL 

AALPRLIAFTSEHSHP 

AALPRLIAFTSEHS 

AMjPRLIAFTSE 
GMAALPRLIAFTSE 
GMAALPRLIAFT 

LPRLIAFTSEHSHFSLKK 

RLIAFTSEHSHFSL 
LPRLIAFTSEHSHF 
LPRLIAFTSEHS 



3,0 
3,2 
0,6 

4,5 
2,9 
0,7 
0,6 
0,8 
1,0 

3,2 
1,4 
4,6 
0,4 
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SEQXJENZPRCTOKOLL 

(1) ALLGEMEINE ANGABEN: 

(i) ANMELDER: 

(A) NAMB: Boehringer Mannheim GmbH 

(B) STRASSE: Sandhofer Strasse 112-132 

(C) ORT: Hannheim-Waldhof 
(£} LAND: BundesrepublDc Deutschland 

(F) POSTLBXTZAHL: 68305 

(G) TELEFON: 0621/759-4337 

(H) TELEFAX: 0621/759-4457 

(ii) BEZEICHNUNG DER ERFINDUNG: Antigen-spezif ische, aktivierte 
T-Lymphozyten, Nachweis yxnd Anwendung 

(iii) ANZAHL DER SBQOENZEK: 23 

(Iv) COMPUTER-LESBARE FASSUNG: 

(A) DATENTR&GER: Floppy dlslc 

(B) COMPUTER: IBM PC compatible 

(C) BETRIEBSSYSTEM: PC-DOS/MS-DOS 

(D) SOFTWARE: Patentin Release #1.0, Version #1*30 (EPA) 



10 



20 



25 



30 



45 



(vi) DATEN DER tJRAMMELDDNG : 

(A) ANMELDENUMMER: DE P4401629.8 

(B) ANMELDETAG: 20-JAN-1994 

(vi) DATEN DER URANMELDUNG: 

(A) ANMELDENUMMER: DB P4403522.5 

(B) ANMELDETAG: 04-PEB-1994 

(vi) DATEN DER URANMELDUNG: 

(A) ANMELDENUMMER: DE 4418091.8 

(B) ANMELDETAG: 24-MAy-1994 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 1: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 25 Aminosauren 
35 (B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

40 



(xl) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 1: 

Gly Met Ala Ala Leu Pro Arg Leu He Ala Phe Thr Ser Glu His Ser 
1 5 10 15 

His Phe Ser Leu Lys Lys Gly Ala Ala 
20 25 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 2: 

50 (i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) L^GE: 20 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
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(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOIOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 2: 

Glu Arg Gly Lys Met lie Pro Ser Asp Leu Glu Arg Arg lie Leu Glu 
1 5 10 15 

Ala Lys Gin Lys 
20 

(2) ANGABEN ZD SEQ ID HO: 3: 

(i) SEQUEKZKENNZEICHEN: 

(A) L&NGE: 14 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES HOLEKOLS: Peptid 



(xi) SEQUENZBESCHREIBCTNG: SEQ ID NO: 3: 

lie Leu lie Lys Cys Asp Glu Arg Gly Lys Met He Pro Ser 
15 10 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 4: 

(i) SEQUENZKENKZEICHEN: 

(A) L&NGE: 14 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 4: 

Leu Gly He Gly Thr Asp Ser Val He Leu He Lys Cys Asp 
15 10 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 5: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) L&NGE: 14 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKCLS: Peptid 
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(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 5; 

Leu Ala Phe Leu Gin Asp Val Met Asn He Leu Leu Gin Tyr 
15 10 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 6: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) L&NGE: 14 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(11) ART DES MOLEKULS: Peptld 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 6: 

Tyr Asp Leu Ser Tyr Asp Thr Gly Asp Lys Ala Leu Gin Cys 
15 10 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 7: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) L&NGE: 14 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES HOLEK&LS: Peptid 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 7: 

Val Ser Tyr Gin Pro Leu Gly Asp Lys Val Asn Phe Phe Arg 
15 10 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 8: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LtoGE: 14 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 8: 

Leu Ala Ala Asp Trp Leu Thr Ser Thr Ala Asn Thr Asn Met 
15 10 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 9: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 14 Aminosauren 
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(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOIjOGIE: linear 

(ii) ART DBS MOLEKULS: Peptid 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 9: 

Leu Leu ryr Gly Asp Ala Glu Lys Pro Ala Glu Ser Gly Gly 
15 10 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 10: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) li&NGE: 14 AminosSuren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORK: 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DBS MOLEKULS: Peptid 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 10: 

Val Asn Tyr Ala Phe Leu His Ala Thr Asp Leu Leu Pro Ala 
15 10 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 11: 

(i) SEQtJENZKENNZEICHEN: 

(A) L&NGE: 14 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 11: 

Leu Leu Gin Tyr Val Val Lys Ser Phe Asp Arg Ser Thr Lys 
15 10 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 12: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) L&NGE: 14 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: Peptid 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 12: 
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Phe Thr Tyr Glu lie Ala Pro Val Phe Va.l Leu Leu Glu Tyr 
15 10 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 13: 

(i) SEQUEKZKENKZEXCHEN: 

(A) LAN6E: 14 Aminosauren 

(B) ART: Amlnosaure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ZD NO: 13: 

75 

Leu Glu Tyr Val Thr Leu Lys Lys Met Arg Glu lie lie Gly 
15 10 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 14: 

20 (i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 14 Aminosaviren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 

25 (ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 14: 

Asn Met Tyr Ala Met Met He Ala Arg Phe Lys Met Phe Pro 
15 10 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 15: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) L&NGE: 14 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 



(xi) SEQUENZBESCHREIBtJNG: SEQ ID NO: 15: 

45 Lys He Trp Met His Val Asp Ala Ala Trp Gly Gly Gly Leu 

15 10 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 16: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 
QO (A) L&NGE: 14 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: 
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(D) TOPOLCX;iE: linear 
(ii) ART DES MOMKiTLS: Peptid 



5 



(xi) SEQUEN2BESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 16: 

Trp Gly Gly Gly Leu Leu Met Ser Arg Lys His Lys Trp Lys 
15 10 

10 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 17: 

(i) SEQUEN2KENN2EICHEN: 

(A) L&NGE: 14 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
76 (C) strangform: 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOIiEKULS: Peptid 



20 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 17: 

Glu Gly Tyr 61u Met Val Phe Asp Gly Lys Pro Gin His Thr 
15 10 

25 (2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 18: 

(i) SEQX7ENZKENNZEICHEN: 

(A) L&N6E: 14 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: 

30 (D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKQLS: Peptid 



^5 (xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 18: 

Arg Tyr Phe Asn Gin Leu Ser Thr Gly Leu Asp Met Val Gly 
15 10 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 19: 

40 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 14 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 19: 

60 

Trp Leu Thr Ser Thr Ala Asn Thr Asn Met Phe Thr Tyr Glu 
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15 10 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID HO: 20: 

(1) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) L^GE: 14 Aminosauren 
( B ) ART : Am inosaure 

(C) STRANGFORH: 

(D) TOPOI^IE: linear 

(ii] ART DES MOLEKQlS: Peptid 



(Xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 20: 

Thr Ala Asn Thr Asn Met Phe Thr Tyr Glu lie Ala Pro Val 
15 10 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 21: 

(i) SEQXJENZKENNZEICKEN: 

(A) LANGE: 14 Aminos&uren 

(B) ART: Aninosaure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 21: 

Leu Val Ser Ala Thr Ala Gly Thr Thr Val Tyr Gly Ala Phe 
15 10 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 22: 

(i) SEQtJENZKENNZEICHEN: 

(A) L&NGE: 14 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: Peptid 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 22: 

Tyr lie Pro Pro Ser Leu Arg Thr Leu Glu Asp Asn Glu Glu 
15 10 

;2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 23: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) L^GE: 14 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 
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(ii) ART DES MOLEK&LS: Peptid 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 23: 

Val lie Ser Asn Pro Ala Ala Thr His Gin Asp lie Asp Phe 
15 10 



Patentanspriiche 

1. Peptid Oder Peptid-Derivat, umfassend: 

(a) die Aminosauresequenz (I) 

G-M-A-A-L-P-R-L-l-A-F-T-S-E-H-S-H-F-S-L-K-K-G-A-A, 

(b) did Aminosauresequenz (II) 
E-R-G-K-M-l-P-S-D-L-E-R-R-l-L-E-A-K-Q-K, 

(c) eine der in Abb. 1 Oder 2 dargestellten Aminosauresequenzen, 

(d) Tetlbereiche der in (a), (b) oder/und (c) dargestellten Aminosauresequenzen mit einer Lange von 
mindestens 6 Amtnosauren oder/und 

(e) Aminosauresequenzen, die eine im wesentltchen aquivalente Spezifitdt oder/und Affinitat der 
Bindung an MMC-MolekQIe wie die in (a), (b), (c) oder/und (d) dargestellten Aminosauresequenzen 
zeigen. 

2. Peptid Oder Peptid-Derivat nach Anspruch 1 , umfassend 

(a) die Aminosauresequenz (I), 

(b) die Aminosauresequenz (II), 

(c) Teilberetche der Aminosauresequenzen (I) oder/und (II) oder/und 

(d) Aminosauresequenzen mit einer im wesentltchen aquivalenten Spezlfitat oder/und Affinitat der 
Bindung an MHC-MolekUle wie die Aminosauresequenzen aus (a), (b) oder/und (c). 

a Peptid Oder Peptid-Derivat nach Anspmch 1 Oder 2, 
dadurch gekennzeichnet, 

da6 es eine Lange von mindestens 8 Aminosauren aufweist. 

4. Peptid Oder Peptid-Derivat nach einem der Anspriiche 1 bis 3, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB es eine Lange von mindestens 10 Aminosauren aufweist 

5. Peptid Oder Peptid-Derivat nach einem der AnsprUche 1 bis 3, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB es eine Lange von bis zu 25 Amtnosauren aufweist. 

6. Peptid Oder Peptid-Derivat nach einem der AnsprUche 1 bis 5, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB es eine Markierungsgruppe tragi 

7. Peptidmimetikum. 
dadurch gekennzeichnet, 

daB es eine im wesentlichen aquivalente Spezifitat oder/und Affinitat der Bindung an MHC-MolekQIe 
wie ein Peptid oder Peptid-Derivat nach einem der AnsprUche 1 bis 6 aufweist. 

8. Komplex. der mindestens ein Peptid oder Peptid-Derivat nach einem der AnsprUche 1 bis 6 oder ein 
Peptidmimetikum nach Anspruch 7 umfaBt, das an ein MMG-MolekUl oder ein peptidbindendes Derivat 
eines MHC-MolekUls gebunden ist. 
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9. Komplex nach Anspruch 8, 
dadur h gekennzei hnet, 

da6 er ein MHC-Klasse ll-MolekU) Oder ein peptidbindendes Derivat davon umfaOt. 

5 10. Komplex nach Anspruch 9, 
dadurch gekennzelchnet, 

dafi das MHC-Klasse ll-MolekUl den Typ DR1, DR2, DR3 Oder DR4 aufweist. 

11. Komplex nach Anspruch 10. 
10 dadurch gekennzelchnet, 

dafi das MHC-Klasse ll-MolekQI den Subtyp DR B1 0101, DR B1 0301. DR B1 0401. DR 81 0402, DR 
81 0404 Oder DR 81 1601 aufweist. 

12. Komplex nach Anspruch 11, 
75 dadurch gekennzelchnet, 

dafi das MHC-Klasse ll-MolekUl den Subtyp DR 81 0101 Oder DR 81 0401 aufweist. 

13. Komplex nach einem der AnsprOche 8 bis 12, 
dadurch gekennzelchnet, 

20 dafi er ein rekombinantes MHC-Molekul Oder ein peptidbindendes Derivat davon umfaBt. 

14. Komplex nach Anspruch 13, 
dadurch gekennzelchnet, 

dafi er ein losiiches peptidbindendes Derivat eines MHC-MolekGIs umfaBt. 

25 

16. Komplex nach einem der AnsprOche 8 bis 14, 
dadurch gekennzelchnet, 

dafi er eine Markierungsgruppe tragt. 

30 16. Oligomerisierter Peptid-MHC-Molekul-Komplex, der mindestens 2 MHC-MolekQIe Oder MHC-MolekOlde- 
rivate enthSIt, die Ober kovalente Oder nicht-kovalente Wechselwirkungen assoziiert sind. 

17. Oligomerisierter Komplex nach Anspruch 16, 
dadurch gekennzelchnet, 

35 dafi er durch chemische Kopplungsreagenzlen quervernetzte Peptid-MHC-MolekUI-Komplexe enthSlt. 

18. Oligomerisierter Komplex nach Anspruch 16, 
dadurch gekennzelchnet, 

dafi er durch eine oligomerisierte Peptidkomponente mit mehreren MHC-bindenden Bereichen vemetz- 
40 te MHC-MolekUle Oder MHC-MolekUlderlvate enthalt. 

19. Oligomerisierter Komplex nach Anspruch 16. 
dadurch gekennzelchnet, 

dafi er durch Antikorper vernetzte Peptid-MHC-MolekQI-Komplexe enthSlt. 

45 

20. Oligomerisierter Komplex nach einem der AnsprOche 16 bis 19, 
dadurch gekennzelchnet, 

dafi er MHC-MolekUle wie in einem der AnsprOche 9 bis 14 definiert enthalt. 

50 21. Oligomerisierter Komplex nach einem der AnsprOche 16 bis 20, 
dadurch gekennzelchnet, 

dafi er mindestens ein Peptid Oder Peptid-Derivat nach einem der AnsprOche 1 bis 6 Oder ein 
Peptidmimetikum nach Anspruch 7 enthSlt. 

55 22. Pharmazeutische Zusammensetzung, 
dadurch gek nnzelchnet, 

dafi sie ein Peptid Oder Peptid-Derivat nach einem der AnsprOche 1 bis 6. ein Peptidmimetikum nach 
Anspruch 7 oder/und einen Komplex nach einem der AnsprOche 8 bis 21 als aktive Komponente 
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gegebenenfalls in Kombination mit pharmazeutisch ubiichen Zusatzstoffen enthalt. 

23. Zusammensetzung nach Anspmch 22, 
dadurch gekennzeichnet, 

5 daB sie weiterhin eine akzessorische stimulierende Komponente umfafit. 

24. Zusammensetzung nach Anspruch 23, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB die akzessorische stimulierende Komponente ausgewahit ist aus Cytokinen oder/und dem Oberfla- 
10 chenantigen B7. 

25. Verwendung einer pharmazeutischen Zusammensetzung nach etnem der AnsprUche 22 bis 24 zur 
Herstellung eines Mittels fGr die Diagnose von Erkrankungen Oder einer Pradisposition fQr Erkrankun- 
gen. die das fmmunsystem beeinflussen, oder von Tumorerkrankungen Oder einer Pradisposition fUr 

15 Tumorerkrankungen. 

26. Verwendung nach Anspruch 25 zur Herstellung eines Mittels fOr die Diagnose von Autoimmunerkran- 
kungen oder einer Pradisposition fUr Autoimmunerkrankungen. 

20 27. Verwendung nach Anspruch 25 oder 26 zur Herstellung eines Mittels fur die Diagnose von Diabetes 
Oder einer Pradisposition fur Diabetes. 

2a Verfahren zur Bestimmung einer spezifischen T-Zell-Subpopulation, 
dadurch gekennzeichnet, 

25 daB man eine T-Zellen enthaltende Probe mit einem Peptid oder Peptid-Derivat nach einem der 
AnsprUche 1 bis 6, einem Peptidmimetikum nach Anspruch 7 oder/und einem Komplex nach einem der 
AnsprUche 8 bis 21 in Kontakt bringt und die Reaktion von T-Zellen in der Probe mit dem Peptid oder 
Komplex bestimmt. 

30 29. Verfahren nach Anspruch 28, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB man die Reaktion der T-Zellen mit einem fluoreszenzmarkierten Peptid oder Komplex durch FACS- 
Analyse bestimmt. 

35 30. Verfahren nach Anspruch 28 oder 29. 
dadurch gekennzeichnet, 

daB man vor und/oder nach dem Kontakt der T-Zeilen mit dem Peptid oder dem Komplex eine 
Selektion auf praaktivierte T-Zellen durchfuhrt. 

40 31. Verwendung einer pharmazeutischen Zusammensetzung nach einem der AnsprUche 22 bis 24 zur 
Herstellung eines Mittels fUr die Therapie oder Pravention von Erkrankungen, die das Immunsystem 
beeinflussen. 

32. Verwendung nach Anspruch 31 zur Herstellung eines Mittels fUr die Therapie oder Pravention von 
45 Autoimmunerkrankungen. 

33^ Verwendung nach Anspruch 31 oder 32 zur Herstellung eines Mittels fUr die Therapie oder Pravention 
von Diabetes. 

50 34. Verwendung eines Peptids oder Peptid-Derivats nach einem der AnsprUche 1 bis 6, eines Peptidmime- 
tikums nach Anspruch 7 oder eines Komplexes nach einem der AnsprUche 8 bis 21 zur Herstellung 
eines Antigens, insbesondere eines Immunogens oder Toleorgens. 

35. Verfahren zur Isolierung einer spezifischen T-Zell-Subpopulation, 
55 dadurch gekennzeichnet, 

daB man eine T-Zellen enthaltende Probe mit einem Peptid Oder Peptid-Derivat nach einem der 
AnsprUche 1 bis 6, einem Peptidmimetikum nach Anspruch 7 oder einem Komplex nach einem der 
AnsprUche 8 bis 21 in Kontakt bringt, die mit dem Peptid oder Komplex reagierenden T-Zellen 
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identifiziert und gegebenenfalls von anderen T-Zellen abtrennt. 

36. Verfahren nach Anspruch 35, 
dadurch gekennzeichnet, 

5 dafi man vor oder/und nach dem Kontakt der T-Zellen mit dem Peptid Oder dem Konnplex eine 
Selektion auf praaktivierte T-Zellen durchfUhrt. 

37. Verwendung von nach dem Verfahren gemaB Anspruch 35 isolierten T-Zellen Oder Teilstrukturen davon 
zur Herstellung eines Antigens. 

10 

3a Verwendung nach Anspruch 37, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafi die T-Zellen Oder Teilstrukturen davon in den Patienten, aus dem sie ursprUnglich stammen, 
reinjiziert werden. 

75 

39. Verwendung nach Anspruch 38, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafl inaktivlerte T-Zellen reinjiziert werden. 

20 40. Verwendung nach Anspruch 39, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafi teilungsfahige T-Zellen reinjiziert werden. 

41. Antikorper gegen ein Peptid Oder Peptid-Derivat nach einem der Anspruche 1 bis 6, ein Peptidmimeti- 
25 kunn nach Anspruch 7 oder einen Konnplex nach einem der Anspruche 8 bis 21, erhaltlich durch 

Immunisierung mit dem Peptid, Peptid-Derivat. Peptidmimetikum oder Komplex und Gewinnung eines 
durch die Immunisierung erzeugten Antikorpers. 

42. Anti-idiotypischer Antikorper gegen einen Antikorper nach Anspruch 41, erhaltlich durch Immunisierung 
30 mit dem Antikorper gegen das Peptid, Peptid-Derivat oder Peptidmimetikum oder den Komplex und 

Gewinnung eines durch die Immunisierung erzeugten anti-idiotypischen Antikorpers. 

43. T-Zelle, die mit einem Peptid oder Peptid-Derivat nach einem der AnsprUche 1 bis 6, einem 
Peptidmimetikum nach Anspruch 7 oder einem Komplex nach einem der AnsprOche 8 bis 15 oder 21 

35 reagiert. 

44. T-Zelie nach Anspruch 43, die von der T-Zellinie 6/7 (DSM ACC2172) stammt oder eine aquivalente T- 
Zellrezeptor-Bindungsspezifitat aufweist. 

40 45. T-Zelle nach Anspruch 43, die von der T-Zellinie 6/10 (DSM ACC2173) stammt oder eine aquivalente 
T-Zellrezeptor-Bindungsspezifitat aufweist. 
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Abb. 1 



l-L-l-K-C-D-E-R-G-K-M-l-P-S 
L-G-l-G-T- D-S-V- hL-l-K-C- D 
L-A-F-L-Q-D-V-M-N-l-L-L- Q-Y 
Y-D-L- S-Y- D-T- G- D-K- A- L- Q- C 
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Abb. 2 

V-S-Y-Q-P-L-G-D-K-V-N-F-F-R 
L-A-A-Q-W-L-T-S-T-A-N-T-N-M 
L-L-Y-G-D-A-E-K-P-A-E-S-G-G 
V- N-Y- A-F-L- H-A-T- D-L-L- P- A 
L-L-Q-Y-V-V- K-S-F- D-R-S-T- K 
F-T-Y- E- l-ArP- V- F- V- L- L- E- Y 
L- E-Y-V-T-L-K-K- M-R-E- l-l-G 
N-M-Y-A-M-M-l-A-R-F-K-M-F-P 
K-l-W-M-H-V-D-A-A-W-G-G-G-L 
W-G-G-G-L-L-M-S-R-K-H-K-W-K 
E-G-Y-E-M-V-F-D-G-K-P-Q-H-T 
R-Y- F-N-Q-L-S -T-G-L- D-M-V-G 
W-L-T-S-T-A-N-T-N-M-F-T-Y-E 
T-A-N-T-N-M-F-T-Y-E-l-A-P-V 
L- V-S-A-T-A-G-T -T-V-Y- G-A-F 
Y-l-P-P-S-L-R-T-L-E-D-N-E-E 
V- l-S-N-P- A- A-T-H-Q- D-l -D-F 
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